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Abstract. 
 
Background. 
Clinical outcome after pancreatic islet transplantation therapy of T1D has improved, 
but long-term results are not optimal. During isolation the islets are exposed to 
hypoxia due to disruption of the vascularized environment in situ. In this study we 
investigated the effect of 3 hours exposure of hypoxia on viability, function and 
inflammation in isolated pancreatic islets from mice in vitro. 
 
Materials and methods.  
Isolated pancreatic islets from mice were divided into two groups; one group was 
exposed to 3 hours of hypoxia (1 % O2) and the other group was exposed to 3 hours 
of normoxia (21 % O2) and served as control. The islets function were investigated by 
glucose stimulated insulin secretion challenge and insulin secretion were measured 
using insulin ELISA. The viability was measured by quantifying intracellular histone 
fragments and ATP. The inflammatory mediators IL-6 and MIP-2 were quantified 
from cell free supernatant. 
 
Results. 
The secretion of insulin in islets exposed to hypoxia was significantly reduced 
compared to controls; (n=4, p=0,01). The islets viability was reduced measured by 
increased cell death and reduced ATP content compared to the controls; (n=4, 
p=0,04), (n=4, p=<0,0001). There was a significantly increased secretion of MIP-2 
and a tendency to increased IL-6 compared to controls; (n=4, p=0,03), (n=4, p=0,4). 
 
Conclusion. 
The result shows that 3 hours of hypoxia reduces the function and viability, and 
increases the inflammation in the islets. Interventions that reduce hypoxia could 
therefore be an important strategy to improve the survival and quality of the islets in 
the preculture period prior to transplantation. 
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Innledning. 
 
Diabetes mellitus er en kronisk metabolsk sykdom som skyldes mangel på insulin og 
/eller nedsatt virkning, og er en av de ledende årsakene til morbiditet og dødelighet 
verden over. I følge WHO er omtrentlig 340 millioner mennesker på verdensbasis 
affektert, og med høyest utbredelse på 80 % i lav- og middelinntektsland (1). Allerede 
i 2030, estimeres det at 552 millioner vil kunne være affiserte av sykdommen (2). I 
Norge har omtrentlig 375.000 mennesker diabetes (3), derav har ca. 28.000 nordmenn 
diabetes type 1 (10 %) og resterende type 2 (90 %) (4). Sykdommen deles 
hovedsakelig inn i diabetes type 1 (T1D) og diabetes type 2 (T2D). T1D er en 
autoimmun sykdom hvor endokrine betaceller i de Langerhanske øyer angripes og 
destrueres av vårt eget immunforsvar (5, 6). Destruksjonen fører til fravær av insulin 
produksjon og insuffisient glykemisk homeostase med følgende hyperglykemi, og 
dermed er eksogen tilførsel av insulin livreddende behandling for denne 
pasientgruppen. T2D er derimot en mer langsom progredierende resistensutvikling 
mot kroppens insulin med påfølgende redusert insulinsekresjon, men med bevart 
insulinproduksjon. Sykdommen inntrer vanligst i voksen alder, med overvekt, 
kosthold og inaktivitet stående sentralt sammen med arv som viktige årsaker til 
sykdommen (7). 
 
Alvorlige komplikasjoner som angiopati, retinopati, nevropati og nefropati, gjør at det 
forskes mye både på etiologi, patogenese og behandling for T1D. Til tross for 
optimale protokoller for behandling med eksogent insulin i form av sprøyter og 
pumpe, har mange diabetikere ikke tilfredsstillende glykemisk kontroll med gjentatte 
hyperglykmiske episoder. Et alternativ er kirurgisk intervensjonsbehandling ved 
transplantasjon av helorgan pankreas eller insulinproduserende øyceller. Begge 
behandlinger gjør det mulig å gjenopprette endogen insulinproduksjon og glykemisk 
homeostase, samt effektivt begrense utviklingen av komplikasjoner og bedre 
livskvaliteten, men begge krever livslang behandling med immunsupprimerende 
medikamenter for å unngå rejeksjon av transplantatene. Helorgan 
pankreastransplantasjon er mer etablert på verdensbasis og utføres i større grad, 
vanligst simultant med nyre til pasienter med terminal nyresvikt og har en donor-
resipientrate på 1:1 (8). Derimot tilbys øycelletransplantasjon (oftest ikke simultant 
med andre organer), for en selektert gruppe T1D pasienter med alvorlig hypoglykemi 
og krever vanligvis minst 2 øycelleinfusjoner per resipient (9). Selv om 
langtidsresultatene for øycelletransplantasjon ikke er optimale har suksessraten bedret 
seg det siste tiåret (9). Forskjellen mellom de to ulike transplantasjonene av 
insulinproduserende vev ser ut til å utjevne seg i henhold til å oppnå insulin 
uavhengighet etter transplantasjon der helorgan hittil har vært superior. I midlertidig 
er øycelletransplantasjon en mindre invasiv metode med færre alvorlige 
komplikasjoner og lavere dødelighetsrate, samt mulig en noe mer kostnadseffektiv 
behandling (8, 10). 
 
På grunn av øycellenes store behov for oksygen til mitokondriell respirasjon og ATP-
dannelse, som kreves for adekvat insulinsekresjon, er cellene spesielt utsatt for 
hypoksi (11, 12). Øycellene er derfor følsomme for hypoksiske forhold som tiltrer 
allerede fra isoleringsfasen (13), og som er vist å bidra til tap av øyceller også etter 
transplantasjon (13, 14). Det er tidligere utført forsøk der øyceller er eksponert for 
hypoksi in vitro, men med til dels lang eksponeringstid. Da det derimot finnes lite 
forskning på kortere eksponering, er det ønsket i denne studien å undersøke effekten 
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av 3 timers hypoksi (1 % O2) in vitro på viabilitet, funksjon og inflammasjon hos 
øyceller i mus. 
 
Diabetes type 1. 
Hva er diabetes type 1? 
Diabetes type 1 (T1D), tidligere kalt insulinavhengig diabetes mellitus (IDDM), er en 
metabolsk sykdom som karakteriseres ved vedvarende hyperglykemi (>7mmol/l) og 
glukosuri grunnet inadekvat produksjon og sekresjon av insulin. Sykdommen 
forårsakes av den progressive destruering av insulinproduserende betaceller i de 
Langerhanske øyer (15), ved at CD4- og CD8-positive T-lymfocytter, B lymfocytter, 
makrofager og dendrittiske celler fra immunapparatet aggregeres i pankreas i et 
koordinert samspill (16, 17), som fører til et uttalt tap av betacellemasse. Den 
genetiske risikoen for T1D er assosiert med organspesifikke autoantistoffer der det 
sees overlapping til andre autoimmune sykdommer som thyreoideasykdommer, 
Addison’s sykdom og cøliaki (18). Hos ikke-diabetikere vil insulinet opprettholde et 
smalt glukosekonsentrasjonsvindu på 4-7 mM i plasma. Hyperglykemi er dermed 
forhøyet blodglukose utover dette vinduet, og defineres ved at målinger av 
glukosenivået i blodet er høyere enn 7 mM (125 mg/dl) fastende, eller over 11,1 mM 
(180 mg/dl) postprandialt. Derimot defineres således hypoglykemi, også kalt føling, 
som for lav blodglukosekonsentrasjon, der det er individuelle variasjoner hvor 
terskelen for føling ligger, noe som gjør det er vanskelig å ha en klar definisjon på 
hypoglykemi. Hypoglykemi kan forårsakes av insulinoverskudd etter for høy 
insulindose, og de fleste vil merke ubehag og/eller få føling utløst ved en adrenerg 
respons når blodglukosenivået kommer ned i området 2,5-3,3 mM (19). Hos personer 
med godt regulert T1D er lette hypoglykemier svært vanlig. Ved alvorlig instabilitet 
av blodsukkernivået med uforutsigbare hyppige svinger fra lavt til høyt og omvendt 
som forårsaker hyper- og hypoglykemi, brukes begrepet ”brittle diabetes”. For brittle 
diabetes T1D er det i hovedsak tre kliniske presentasjoner beskrevet; i) overveiende 
hyperglykemi med tilbakevendende ketoacidose, ii) uttalt hypoglykemi og iii) blandet 
hyper- og hypoglykemi (20). Uttalt hypoglykemi er det største problemet for denne 
pasientgruppen, der hyppigheten fører til både defekt glukose homeostase og 
hypoglykemisk ubevissthet, som skaper en ond sirkel av tilbakevendende 
hypoglykemi.  
 
Behandling. 
Diabetikere med T1D trenger daglig livsnødvendig eksogen insulintilskudd, enten i 
form av manuelle injeksjoner eller autoregulert pumpeinjeksjon, for å erstatte den 
tapte endogene insulinproduksjonen (21-24). Behandlingsmålet for plasmaglukose er 
4,0-10 mM og for HbA1c < 7,0 % (19). Det er likevel et kjent problem at type 1 
diabetikere opplever livstruende hypoglykemier og hyperglykemisk utløste 
ketoacidoser, og at de strever med å regulere døgnblodsukkeret tross høy etterlevelse 
av injeksjonsregimet, sunt kosthold og regelmessig mosjon (25-27). Tross adekvat 
behandling med eksogent insulin, har pasientene fremdeles økt risiko for å utvikle de 
velkjente irreversible komplikasjoner assosiert med kronisk glukose dysregulering, 
som retinopati, nevropati, nefropati, koronar hjertesykdom, perifert- og cerebral 
vaskulær sykdom (28). Derimot ble det demonstrert i et kohortstudie at intensiv 
insulinterapiregime (minimum 3 injeksjoner daglig) sammenlignet med konvensjonell 
insulin behandling (1-2 injeksjoner daglig), signifikant forsinket debut og progresjon 
av hjertesykdom, nyresvikt og blindhet (27), men det var samtidig økt fare for 
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livstruende hypoglykemi ved den intensive terapien (26). Utfordringen ligger derfor i 
å finne bedre behandlingsmetoder for å reetablere den fysiologiske momentane 
kontrollen av blodsukkeret og opprettholdelse av persistent glukosehomeostase. 
Transplantasjon av insulinproduserende vev (pankreas- og øycelletransplantasjon) er 
en slik metode som kan effektivt opprettholde fysiologisk metabolsk kontroll hos 
disse pasientene. Nytten av øycelletransplantasjon må derimot veies opp mot det å 
introdusere livslang behandling med immundempende medikamentene, da det etiske 
aspektet ved å tilføre immundempende medikamenter til ellers friske diabetikere er en 
ulempe. Disse medikamentene har store bivirkninger som blant annet økt risiko for 
opportunistiske infeksjoner (bakterie-, sopp-, virus- og protozo-), krefttilstander (blant 
annet hudforandringer ved eksponering for sollys og UV-stråler og EVB-assosiert 
lymfoproliferativ sykdom) og nyresvikt (29).  
 
Pankreas helorgantransplantasjon ble første gangen utført i 1966 (10), og er en 
veletablert behandling hos T1D med kronisk nyresvikt (simultant pankreas- og 
nyretransplantasjon (10, 30)), og for pasienter med vanskelig regulerbar diabetes 
(brittle diabetes) og T2D. Det internasjonale pankreastransplantasjonsregisteret 
(IPTR) har rapportert at det hittil er utført > 42 000 pankreastransplantasjoner på 
verdensbasis (31). Likevel er inngrepet intrikat kirurgi med en rapportert 
reoperasjonsrate på >40 % og en mortalitet på opp til 4 % (10). Det finnes ingen 
randomiserte studier som sammenligner helorgan pankreas med 
øycelletransplantasjon, men en studie viste bedret insulinuavhengighet hos pasienter 
transplantert med pankreas (75 % etter 1 år) sammenlignet med øyceller (59 % etter 1 
år) (32). Studien viste derimot høyere forekomst av komplikasjoner hos pasientene 
transplantert med pankreas. Dermed kan reduksjon av risikoen for komplikasjonene 
relatert til åpen kirurgisk intervensjon, spesielt hos risikopasienter, tale for økt bruk av 
den mindre invasive øycelletransplantasjonen som behandlingsalternativ (10). En 
studie i 2012 rapporterte om ~50 % insulinavhengighet 5 år etter 
øycelletransplantasjon ved bruk av en potent induksjon immunterapi som også taler 
for at man kan bedre langtidsresultatene for øycelletransplantasjon ytterligere ved 
optimalisering av immunsuppressive protokoller (33). 
 
Øycelletransplantasjon. 
Pankreas består av to typer kjertelvev, der eksokrint kjertelvev utgjør 98-99 % av 
organmassen, og endokrint kjertelvev (de Langerhanske øyer) utgjør bare 1-2 %. Det 
var dette som gav ideen til at man kun trenger 1-2 % av hele pankreas for å kurere 
T1D.  
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Figur 1. Forenklet skjematisk fremstilling av en Langerhans øy i pankreas. Endokrin pankreas består 
av omtrentlig 1 million pleomorfe Langerhanske øyer, der hver øy består av ca. 1000-3000 
enkeltceller. Øyene består av minst 5 typer endokrine sekretoriske celler i) α-celler som produserer 
peptidhormonet glukagon, ii) β-celler som produserer pro-insulin, insulin, C-peptid og amylin, iii) δ-
cellene som produserer somatostatin, iv) ε-cellene som produserer ghrelin og v) F-cellene/PP-cellene 
som produserer pankreatisk polypeptid (34). 
 
Historikk. 
I 1889 ble sammenhengen mellom diabetes og pankreas manifestert ved å observere 
hyperglykemi og glukosuri hos pankreasektomerte hunder (35). Watson-Williams og 
Harshant rapporterte allerede i 1893 om en form for øycelletransplantasjon, ved 
implementering av pankreasbiter fra sau i låret på en ung gutt med diabetisk 
ketoacidose, der pasientens glykosuri ble forbedret i 24 timer, selv om han døde etter 
3 dager postoperativt da xenograftet sviktet (36). Dermed ble ideen om kun å 
transplantere endokrint vev fra pankreas forslått av Ssobolew i 1902 (30), mens det 
ikke var før i 1972 at hypotesen virkelig ble testet da man viste at øyceller isolert fra 
friske donorrotter kurerte streptozocin-indusert diabetiske rotter (37). I 1988 utvikler 
Camillo Ricordi og kollegaer en revolusjonerende halvautomatisert fremgangsmåte 
for isolering av humane øyceller fra pankreas i stor skala. Prosedyren bestod av en 
blanding av mekanisk og enzymatisk nedbrytning der man benyttet det nyutviklede 
Ricordi kammeret som tillot dissosiasjon og filtrering av pankreasvevet, der øyene ble 
adekvat nedbrutt og samtidig bevart morfologisk intakte. Øycellene ble utsatt for 
minimal traumatisk håndtering som resulterte i et høyere utbytte (flere øyceller frigitt 
fra det eksokrine vevet) (38). Dette resulterte i at kort tid etter, i 1989, ble den første 
øycelletransplantasjon til en pasient med T1D utført (39). Denne Ricordi-metoden for 
isolering av øyceller fra en human pankreas representerer gullstandarden i dag og 
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benyttes verden over. Til tross for prosessuelle forbedringer oppnådde kun omtrent 10 
% av resipientene normoglykemi på slutten av 1990 (40).  
 
Revolusjonen innen øycelletransplantasjon kom i 2000, da Shapiro og kollegaer 
rapporterte om insulinfrihet i syv T1D pasienter uten nyresvikt 1 år etter 
øycelletransplantasjon, og som har fått navnet Edmontonprotokollen. Denne 
protokollen ble beskrevet å være en suksess fordi man benyttes seg av i) 
glukokortikoidfri immunsuppressiv behandlingsregime (sirolimus, dacluzimab og 
lavdose tacrolimus), ii) økt antall ferske øyceller fra flere donorer (totalt 10 000 
IEQ/kg kroppsvekt) og iii) restriksjoner på mottakernes kroppsvekt og insulinbehov 
(41). Imidlertid viste oppfølgingsstudien etter 5 år at flertallet (ca. 80 %) hadde C-
peptid produksjon til stede etter transplantasjon, men bare et mindretall (ca. 10 %) 
opprettholdt insulinuavhengighet (42). Tatt i betraktning representerte 
Edmontonprotokollen likevel et innovativt behandlingsregime vedrørende bruken av 
glukokortikoidfri immunsuppresjon der man reduserte den diabetogene effekten av 
immundempende medikamenter.  
 
Transplantasjon av øyceller har potensial til å bli et etablert behandlingstilbud for 
flere pasienter med T1D, men prosedyren har fremdeles utfordringer og 
begrensninger før dette kan lyktes. Dette innebærer i) en begrenset donor tilgang og 
dermed en begrenset kilde av øyceller, ii) suboptimal engraftment etter 
transplantasjon, iii) mangel på oksygen og vaskularisering av øycellene, og tilslutt iv) 
immundestruksjon og toksisitet av immundempende medikamenter. Selv om 
hensikten med behandlingen er å oppnå fullverdig endogen produksjon av insulin og 
dermed tilstrekkelig insulinsekresjon for å opprettholde normoglykemi, opplever 
mange en metabolsk stabilisering selv om ikke eksogent insulin kan utelukkes helt, og 
disse pasientene har reduksjon av livstruende hypoglykemi episoder (43). Det er i dag 
behov for gjentatte infusjoner med øyceller for å oppnå insulinuavhengighet (44), slik 
at man må isolere øyceller fra opptil 2-3 pankreaser per pasient (45). Relativt sett er 
det mangel på nok humane donor pankreaser, slik at indikasjon for denne 
behandlingen er gitt til en restriktiv gruppe T1D pasienter med brittle diabetes (46). 
Suksessraten har bedret betraktelig de siste årene og nå oppnår man en 44 % 
insulinuavhengighet etter 3 år i følge rapport fra registeret ”the Collaborative Islet 
Transplant Registry” (9). 
 
Det nordiske øycellenettverket ble etablert i 1999 og er et klinisk samarbeid mellom 
transplantasjonssentrene i Helsinki, København, Oslo, Malmø/Gøteborg/Stockholm 
og Uppsala for å kunne utføre kliniske studier der man fokuserte på å hindre de 
skadelige virkningene av hypoglykemisk ubevissthet, bedre isoleringsprosessen av 
øyceller, og fremme overlevelsen av øycellene etter transplantasjon (47). Det er 
etablert to isoleringslaboratorier for øyceller, hvor det ene er på Uppsala Universitet 
(startet i 2001) og det andre på Oslo Universitetssykehus (startet i 2013). I Norge 
(Oslo) har man utført omtrentlig 100 øycelletransplantasjoner både til pasienter som 
tidligere har fått nyretransplantasjon og T1D pasienter som ikke har dette i samarbeid 
med det nordiske nettverket.   
 
Metoden.  
Isolering av øyceller fra human pankreas er en komplisert og ressurskrevende prosess 
og krever lang trening av kvalifisert personale. Det er vist at en frisk pankreas huser 
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omtrentlig å isolere 50 % av øycellemassen. Selve isoleringsprosedyren består av en 
rekke trinn. Pankreas høstes intakt som ved annen organdonasjon og transporteres 
nedkjølt til laboratoriet for isolering av øycellene. Det benyttes en sonde som 
kanaliserer ductus pancreaticus og en kollagenase enzymløsning injiseres for 
nedbrytning av pankreas parenkymet. Det eksokrine vevet blir utsatt for mekanisk 
risting i et Ricordi-kammer sammen med enzymatisk nedbrytning. Deretter blir det 
endokrine vevet (øycellene) separert fra det eksokrine vevet ved hjelp av en gradient 
sentrifugering. Øycellene blir så vasket og plassert i kulturmedium først i 24 timer i 
en standard celleinkubator ved 37 °C der man utfører kvalitet- og 
kontamineringstester av øycellene, gir de nytt medium og oppbevarer de videre i 
opptil 5 døgn i en standard celleinkubator ved 22 °C, inntil resipienten er klar for 
transplantasjonen. Øycelleinfusjonen skjer under ultralydveiledning via et tynt kateter 
som blir lagt perkutant inn i vena porta, slik at øycellene overføres sakte fra 
infusjonsposen og inn i resipientens lever (Figur 2).  
  
 
Figur 2. Pankreas tas fra legalisert donor og det høstes endokrine øyceller fra parenkymet, behandlet 
og klargjort videre i et autorisert laboratorium. De rensede isolerte øyene infunderes intraportalt i 
resipienten for å etableres i leveren. 
 
Inflammasjon. 
En viktig kjent utfordring for øycellene er at eksponering i stressende miljøer, som 
hypoksisk, metabolsk, inflammatorisk, fysisk og kjemisk stress, induserer produksjon 
av pro-inflammatoriske mediatorer. Årsaken til inflammasjon i øycellene ligger i flere 
trinn; i) donor faktorer, ved ”cytokinstorm” indusert av hjernedød, ii) ischemisk tid, 
grunnet hypoksisk eksponering, iii) isoleringsprosessen av øyceller, iv) kultur før 
transplantasjon, og v) selve transplantasjonen, ved blant annet en øyeblikkelig 
inflammatorisk respons mellom blodbanen i leveren og øycellene (IBMIR) (48). Det 
er i tillegg vist at pasienter med T1D har disponible faktorer, som økt mengde pro-
inflammatoriske mediatorer som mulig også bidrar til økt inflammasjonsreaksjon i 
øycellene (49). I tillegg er det vist at selve isoleringsprosessen gir en kraftig 
inflammatorisk respons som kan redusere overlevelsen av øycellene ytterligere i 
transplantasjonsfasen (50, 51). Øyceller som dør under transplantasjonen kan også 
indusere produksjonen av pro-inflammatoriske cytokiner som gir ytterligere tap av 
funksjonell øycellemasse (51). Behandling med anti-inflammatoriske medikamenter i 
kultur før øycelletransplantasjon kan representere en mulig strategi for å redusere den 
inflammatoriske responsen fra øycellene og dermed bedre graftoverlevelsen og 
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øycellenes funksjon etter transplantasjon. Siden øycellene kan oppbevares opptil 5 
døgn i kultur før transplantasjon har man dermed mulighet å tilsette antioksidanter 
eller anti-inflammatoriske substanser som kan redusere dannelsen av pro-
inflammatoriske mediatorer slik som monocytt kjemoattraktant protein (CCL2/MCP-
1) og vevsfaktor (TF) som trigger IBMIR etter transplantasjon (52). Det er vist at 
tilsetting av HEPES eller glukokortikoider til øycellene i kultur reduserer 
inflammasjonen in vitro (53) og i den umiddelbare fase etter transplantasjon i mus 
(54).  
 
Hypoksi. 
Uttrykket hypoksi anvendes generelt ved depresjon av oksygentensjonen på et 
definert område. Balansen mellom tilførsel og forbruk av oksygen bestemmer den 
cellulære oksygentensjonen. Oksygen er fundamentalt for en organismes eksistens, da 
molekylet er kritisk for den oksidative fosforyleringskaskaden i mitokondriene ved å 
være elektronakseptor i siste ledd ved dannelse av ATP (55), som videre kreves for 
etterfølgende insulinsekresjon i betaceller (11, 12). Medfødte øyceller in situ er rikt 
vaskularisert i et kapillærnettverk med tetthet på omtrentlig 1500 kapillærer/mm2 som 
infiltrerer de Langerhanske øyene likt et insuloacinar portalt system (56) med rikelig 
tilførsel av oksygenert blod (57). Cellene i øyene klarer dermed å opprettholde 
metabolsk aktivitet og medfølgende sitt høye oksygenkonsument (58), med en 
intracellulær pO2 tilnærmet venøst blod på opptil 40 mmHg (59).  
 
Oksygenmangel (hypoksi) er en av flere årsaker til at mange øyceller dør rett etter en 
transplantasjon (13, 14). Det er således kjent at øyene har liten kapasitet for å 
opprettholde metabolisme i anaerobe forhold, da det blant annet er betydelig lav 
aktivitet av enzymet laktat dehydrogenase som dermed resulterer i manglende 
energiproduksjon (60), og gjør cellene avhengig av diffusjon for å opprettholde liv og 
funksjon (14). Ved isoleringsprosessen løsrives øycellene fra sitt native miljø ved at 
mikrosirkulasjonen fjernes, og de må basere seg på diffusjon, og det er vist at 
insulinsekresjonen reduseres med 50 % ved pO2 27 mmHg i rotteforsøk (61). 
Oksygenering ved diffusjon avhenger av diffusjonsavstanden, og siden øyens 
celletetthet er stor (se Figur 1) dannes det også en gradient mellom cellene i 
ytterkanten og cellene sentralt i kjernen av øyen som kan gi en anoksisk kjerne (45, 
62). Øycellenes avhengighet av diffusjon varer inntil revaskulariseringen er etablert, 
men det er vist at dette tar lang tid (opptil 1 måned etter transplantasjon hos 
mennesker) (63). Ved en klinisk øycelletransplantasjon injiseres øyene til leveren via 
vena porta. Det er vist at portablodet har lav oksygentrykk og kan dermed forsterke et 
hypoksi indusert tap av øyceller ytterligere (64, 65). Hypoksi er altså vist å bidra til 
tap av øycellenes funksjon og indusere apoptotisk celledød (13, 14, 61, 66, 67). 
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Undersøkelse av hypoksiskade på isolerte 
øyceller fra mus in vitro.  
 
Ulike behandlinger av øycellene slik at de bedre tåler hypoksiskade kan være en 
strategi (68). For bedre å kunne designe slike strategier vil det være viktig å 
undersøke effekten av hypoksiskade på øyceller.  
 
Mål: 
Vi ønsket å utføre et vitenskapelig arbeid for å undersøke effekten av eksponering av 
hypoksi i 3 timer på isolerte øyceller fra mus in vitro.  
 
Det ble først kjørt et pilotforsøk der hensikten var å finne ut hvor lang hypoksi 
eksponering øycellene ville tåle med henhold til overlevelse. Øyceller isolert fra mus 
ble delt i to grupper. Gruppe 1 ble eksponert for hypoksi (1 % O2) i 3 timer, med 
tilhørende kontrollgruppe i normoksi (21 % O2) 3 timer. Gruppe 2 ble utsatt for 
hypoksi (1 % O2) i 24 timer og med tilhørende kontrollgruppe i normoksi (21 % O2) i 
24 timer. Vi undersøkte effekten av hypoksi kun på måling av celledød etter 
eksponering ved bruk av assayet ”Cell Death Detection ELISAplus ”(Roche, Basel, 
Switzerland). Resultatene viste at 24 timers eksponering for hypoksi førte til total 
celledød, mens 3 timers eksponering hadde økt celledød, men ikke total celledød 
sammenlignet med kontrollgruppen. Vi valgte derfor å utføre forsøkene med 
eksponering av 3 timer hypoksi slik at vi kunne måle effekter. 
 
Materiale og metoder. 
 
Reagenser. 
- Hypnorm/Dormicum blanding; jfr. 2,5 ml Dormicum (1mg/ml) + 2,5 ml  
Hypnorm (0,5 mg/ml) i 5 ml NaCl 
- Collagenase P fra Colstridium histolyticum (Roche, Mannheim, Tyskland) 
- Histopaque-1119 (Sigma-Aldrich) 
- RPMI 1640 medium (HyClone, UT, USA) tilsatt 10 % varme-inaktivert FBS,  
1 % penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES, 1 % L-glutamine (Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA) (dyrkningsmedium) 
 
Isolering av øyceller. 
Alle forsøkene var godkjent gjennom Forsøksdyrsutvalget (Oslo, Norge) og i tråd 
med internasjonale retningslinjer for håndtering av forsøksdyr (NIH Publications, 8th 
Edition, 2011) og norsk dyrevernlov. Vi benyttet en publisert metode for isolering av 
øyceller som beskrevet nedenfor (69). 
 
Det ble benyttet totalt 24 innavlede C57BL/6 mus som øycelledonorer. Det ble 
benyttet 6 mus per forsøk, totalt 4 identiske forsøksrunder. Musene ble først sedert 
med stamløsning Hypnorm/Dormicum 0,2-0,35ml/100g subkutant kronologisk. Det 
ble utført nøyaktig kontroll for å verifiserte at musene var fullstendig sedert før 
igangsetting av påfølgende operative inngrep. Musene ble lagt på et tilpasset 
operasjonsbord med dorsalflaten ned, og åpnet abdominalt med et vertikalt 
midtlinjesnitt. Bukveggen ble eksidert sentralt, tynntarmen ble lokalisert og pankreas 
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med duktale grener ble identifisert. Munningen av den duktale 
gallegangshovedstammen i duodenum ble kontinuerlig avklemt, og det ble retrograd 
injisert 3 ml kald kollagenaseløsning (HBSS med 0,8 mg/ml Collagenase P) 
proksimalt intraduktalt, slik at pankreas ble fylt. Umiddelbart etter injeksjonen ble 
pankreas forsiktig stumpt fridissekert komplett og overført til et 50 ml Falcon rør i 2 
ml kollagenaseløsning/pankreas på is. Det ble høstet 3 pankreas per 50 ml Falcon rør. 
 
Nedbrytningen av det isolerte pankreasparenkymet ble initiert ved å inkubere rørene 
17 min i vannbad på 37 °C. Rørene ble ristet, tilsatt 40 ml kald vaskebuffer og satt på 
is umiddelbart ved endt inkubering for å stoppe nedbrytningen av 
pankreasparenkymet. Cellepelleten ble filtrert gjennom en tesil (500 um) og vasket 3 
ganger med kald vaskebuffer. Rørene fikk stå og sedimentere 5 min på is mellom hver 
vask, der supernatanten ble fjernet hver gang. Separeringen av øycellene fra eksokrint 
vev ble utført ved tilsetting av 5 ml romtemperert Histopaque-1119 løsning til 
cellepelleten for en homogen løsning. Deretter ble det lagt et lag med 5 ml 
romtemperert RMPI-1640 medium forsiktig oppå Histopaque-1119 løsning før røret 
ble sentrifugert i 20 min på 2400 rpm/min uten brems. De frie øyene la seg som bånd 
mellom disse to lagene med ulik tetthet. Øycellene ble vasket tre ganger i vaskebuffer 
og deretter overført med pipette til to petriskåler med 10 ml RPMI-1640 
dyrkningsmedium. Skålene ble oppbevart i en celleinkubator ved standard betingelser 
(37 °C, 5 % CO2) inntil forsøket startet (Figur 3). 
 
 
Figur 3. Isolering av øyceller fra pankreas i C57BL/6 mus. Øycellene fordeles likt i to skåler, der den 
ene skålen utsettes for hypoksi (1 % O2) og andre for normoksi (21 % O2) som beskrevet. 
 
Det ble kjørt 4 identiske forsøksrunder, og følgende tekst vil beskrive en runde, med 
appliserbarthet til alle forsøksrundene.  
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In vitro forsøk. 
Øycellene isolert fra pankreas høstet fra seks C57BL/6 mus ble tilfeldig fordelt likt på 
2 petriskåler i standard dyrkingsmedium, ene representativ for intervensjonsgruppen 
hypoksi og andre for kontrollgruppen normoksi. Øycellene i hypoksiskålen ble 
inkubert i et tidsintervall på 3 timer i et autokalibrert isolert hypoksikammer (Figur 4), 
bestående av 1 % O2, resterende, 5 % CO2 og 94 % N2, i 37 °C. Cellene i 
kontrollskålen ble parallelt inkubert 3 timer ved 37 °C standard CO2-inkubator (5 %) 
med fuktig atmosfære (21 % O2). 
 
Effekten av hypoksi på øycellene ble undersøkt med flere ulike metoder. Først ble 
øycellene fra hypoksiskålene (intervensjon) og normoksiskålene (kontroll) utsatt for 
en statisk glukose stimulert insulinsekresjonstest (se beskrivelse av SI) for å vurdere 
øycellenes funksjon. Øycellene ble videre analysert med ulike assay for å vurdere 
viabilitet. Supernatantene ble høstet og lagret i fryser ved -70° inntil videre analyser.  
På angitte tidspunkt ble proteinanalyser av inflammasjonsmarkørene IL-6 og MIP-2 
analysert i de cellefrie supernatantene. 
 
 
Figur 4. Bilder av hypoksikammeret som ble benyttet i førsøksrundene.  
 
Statisk glukose-stimulert insulinsekresjon. 
Ved mikroskopisk assistanse ble det plukket 20 øyceller med pipette fra hver av 
inkubasjonsskålene, hypoksi og normoksi, til hver transwell (diameter 12 mm, 
porestørrelse 12 µm). Det ble plukket øyceller til totalt fire transwell, slik at man fikk 
en dublett av intervensjonen og en dublett av kontrollen. Øycellene ble stimulert med 
to ulike glukosekonsentrasjoner for å vurdere insulinsekresjonen. Først lagde man en 
50 ml Krebs ringer bikarbonat buffer (11,5 mM NaCl, 0,5 mM KCl, 2,4 mM 
NaHCO3, 2,2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 20 mM Hepes og 2 mg/l albumin) som ble 
fordelt på to like rør, der man tilsatte D-glukose (300 mg/ml) for å få en løsning med 
lav glukosekonsentrasjon (1,67 mM) og en løsning av høy glukosekonsentrasjon (20 
mM). De to øverste radene på en 12-brønners plate ble tilsatt 4 ml lav 
glukoseløsningsbuffer, og den nederste raden med brønner ble tilsatt 4 ml høy 
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glukoseløsningsbuffer (Figur 5). En transwell med håndplukkede øyceller ble tilsatt i 
hver brønn på øverste rad (lav glukosekonsentrasjon), og platen ble plassert på en 
ristemaskin ved 50 rpm/min i 30 min (37 °C) for pre-inkubering. Deretter ble 
transwellene med celler flyttet til andre rad (lav glukosekonsentrasjon) og inkubert i 
60 min under samme forhold. Etterfølgende ble transwellene flyttet til den tredje rad 
(høy glukosekonsentrasjon) og videre inkubert i nye 60 min under samme forhold. 
Etter endt inkubering ble transwellene fjernet, og supernatanten (ca. 1 ml) fra andre 
og tredje rad ble overført til et eppendorfrør og deretter fryst (-20 °C) for senere 
analyse av insulin mengden øycellene hadde skilt ut ved bruk av insulin ELISA.   
 
Figur 5. Skjematisk oversikt over oppsettet ved statisk insulin belastningstest. Figuren viser en 12-
brønners plate med 4 transwell inneholdende øyceller i første rad (lav glukoseløsning). 
 
Insulin ELISA. 
Det kommersielle kittet ”Mouse Insulin ELISA” fra Mercodia (Uppsala, Sverige) ble 
benyttet for å estimere konsentrasjonen av insulin i supernatantene fra stimuleringen 
med glukose utført på øyceller eksponert for hypoksi og normoksi (kontroll). 
Prinsippet for ELISA baserer seg på en direkte sandwich-teknikk hvor to 
monoklonale antistoffer er rettet mot antigener på insulinmolekylet. Både 
peroksidase-bundet anti-insulin antistoffer og anti-insulin antistoffer bundet til 
mikroplaten reagerer med insulinet under inkubasjonen. Etter fjerning av overflødig 
ubundet antistoff ved endt inkubering tilsettes substrat (3,3´,5,5´-tetrametylbenzidin, 
(TBM)), og deretter stoppes reaksjonen før absorbans måles spektrofotometrisk (450 
nm) på en VICTOR X plateleser (Perkin Elmer, USA). 
 
Kort beskrevet benyttes en 96-brønners plate med ferdig fylte brønner innholdende 
monoklonalt anti-insulin fra mus. Det ble tilsatt supernatant høstet fra glukose 
stimuleringsforsøket, 5 standarder (for generering av standardkurve) i duplikater til 
merkede brønner, og deretter 100 µl enzymkonjugatløsning til alle brønnene. Platen 
ble dekket med parafilm og inkubert på rister (700-900 rpm) i 2 timer ved 
romtemperatur. Brønnene ble så vasket med vaskebuffer (300 ul) 6 ganger ved bruk 
av en ELISA-vasker, og deretter tilsatt 200 µl substrate-TBM for inkubering i 15 min. 
Hver brønn ble tilslutt tilsatt 50 µl stoppløsning og ristet i 5 sekunder før platen ble 
avlest spektrofotometrisk med optisk tetthet 450 nm og mengde insulin kalkulert etter 
standardkurven. Funksjonen til øycellene ble uttrykt ved beregning av 
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stimuleringsindeks (SI), som representerer forholdet mellom konsentrasjonen av 
utskilt insulin av øycellene i supernatantene etter stimulering ved høy glukose (20 
mM) og konsentrasjonen av utskilt insulin av øycellene i supernatantene etter 
stimulering ved lav glukose (1.67 mM).  
 
Celledød. 
Assayet ”Cell Death Detection ELISAplus” (Roche, Basel, Switzerland) ble benyttet til 
å kvantifisere viabiliteten i øycellene. I dette assayet blir cytoplasmatiske histon-
assosierte DNA-fragmenter (mono- og oligonukleosomer) etter indusert celledød målt  
med fotometrisk enzym-immunoassay, som beskrevet over. Kort beskrevet ble det 
plukket 30 øyceller i et eppendorfrør fra øyceller eksponert for hypoksi eller 
normoksi. Rørene ble sentrifugert (200 G) i 10 minutter, og supernatanten ble fjernet. 
Deretter ble det tilsatt 200 µl lyseringsbuffer til hvert rør, som ble inkubert i 30 
minutter ved romtemperatur. Cellelysatet ble så sentrifugert (200 G) i 10 minutter før 
20 µl supernatant ble tilsatt i duplikater til medfølgende ELISA-plate. Negativ 
kontroll som var dyrkningsmediumet og positiv kontroll som medfulgte assayet ble 
også tilsatt ELISA-platen. Deretter ble 80 µl Immunoreagent tilsatt hver brønn, og 
platen dekket med parafilm før inkubering i 2 timer på rister (300 rpm/min) ved 
romtemperatur. Etter endt inkubering ble platen vasket tre ganger med 
inkubasjonsbufferen, siste rest av væsken ble fjernet ved å blotte mot papir. Tilslutt 
ble 100 µl ABTS-løsning tilsatt og platen ble inkubert på rister (250 rpm/min) i 10 
minutter, før 100 µl ABTS stoppløsning ble tilsatt, og absorbans ble avlest 
spektrofotometrisk ved 405 nm på en VICTOR X plateleser (Perkin Elmer, USA).  
 
ATP-innhold. 
Assayet ”ATPlite” (PerkinElmer Life Science) ble benyttet til å detektere 
adenosintrifosfat (ATP) innholdet i øycellene, som en markør for cellenes viabilitet.  
Dette assayet baserer seg på måling av lys forårsaket av en kjemisk reaksjon mellom 
ATP som har tilsatt luciferase fra ildfluen (Photinus pyralis) og D-lucerferin. 
Lysemisjon målt er proporsjonalt med mengden ATP i cellene (counts per second). 
 
Kort beskrevet ble det til en hvitvegget 96 brønner plate plukket 30 øyceller fra 
forsøkene og tilsatt 50 µl cellelyseringsløsning til hver brønn, og satt til risting (700 
rpm/min) i 5 minutter, for å lysere cellene og stabilisere ATP’en. Deretter ble 50 µl 
substratløsning tilsatt hver brønn og platen ble ristet som beskrevet. Signalet ble 
stabilisert ved å stå mørkt i 10 minutter før avlesningen av lysemisjon (luminescens) 
ble gjort på en VICTOR X plateleser (Perkin Elmer, USA).  
 
Inflammatoriske mediatorer. 
Inflammasjonsmolekylene interleukin 6 (IL-6) og kjemokin makrofag inflammatorisk 
protein 2 (MIP-2) ble målt samtidig i et assay ved bruk av teknikk utviklet av BioRad 
(Bio-Plex Pro Multiplexed Mouse Cytokine Assay, Bio-Rad Laboratories, USA). 
Prinsippet for assayet er basert på sandwich-teknikken som beskrevet ved insulin 
ELISA og størrelsesseparasjon ved bruk av 2 lasere. Fluorescensbundne mikrokuler, 
hver med sin distinkte fargekode og spektral adresse i henhold til målmediatorer, 
tillater dermed samtidig deteksjon av flere ulike molekyler i samme prøve.  
 
Kort beskrevet ble først en standardkurve laget ut fra medfølgende standard for de to 
aktuelle cytokiner (4x fortynningskurve). Cellefrie supernatanter fra forsøkene og 
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standarder ble tilsatt en 96-brønners filterplaten etter at platen var fuktet med 100 µl 
assaybuffer per brønn. Det ble brukt vakuumsug for å fjerne væsken. De koblede 
mikrokulene i løsning ble mikset i 30 sekunder, og deretter tilsatt (50 µl) til hver 
brønn. Etter 3 gangers vask ble standarder, blank og prøvene tilsatt hver brønn før de 
ble inkubert på risting, først 30 sekunder ved 1100 rpm og deretter 300 rpm, i 1 time. 
Brønnene ble så vasket tre ganger og tilsatt 25 µl detekteringsantistoff-løsning før ny 
inkubasjon i 30 minutter ved romtemperatur. Etter endt inkubering ble platen vasket 
tre ganger, og tilsatt 50 µl streptavidin-PE løsning per brønn, før ny inkubering mørkt 
i 10 minutter på risting (300 rpm). Etter siste vasking av brønnene tre ganger, ble 125 
µl assaybuffer tilsatt hver brønn, ristet (1100 rpm) i 30 sekunder, for så å bli lest av på 
en BioPlex200 System (Bio-rad Laboratories, USA). 
 
Statistisk analyse. 
Data analysen ble utført ved bruk av programvaren GraphPad Prims 4.0 (La Jolla, 
CA, USA). Data er presentert som gjennomsnitt ±SD, og uparet tosidig t-test ble 
benyttet. Signifikansen er satt til p<0,05. 
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Resultater. 
 
Funksjon målt ved statisk glukose-stimulert insulinsekresjon. 
Det ble benyttet insulin ELISA for kvantifisering av statisk glukose-stimulert 
insulinsekresjon og verdien ble uttrykt som stimuleringsindeks (SI) for å vurdere 
øycellenes funksjonalitet. Se materiale og metoder for detaljert beskrivelse. Figur 6 
viser at øyceller utsatt for hypoksi i 3 timer har en signifikant reduksjon i glukose-
stimulert insulinsekresjon sammenlignet med øycellene utsatt for normoksi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 6. Effekt av hypoksi på funksjon i øyceller. Celler fra 4 uavhengige forsøk ble utsatt for 
hypoksi i 3 timer sammenlignet med normoksi og funksjon ble målt ved glukose-stimulert insulin 
sekresjon, SI=stimuleringsindeks. Data er presentert som gjennomsnitt ± SD, n=4, *<0,05 vs. 
normoksi. 
 
Viabilitet målt ved celledød og ATP-innhold. 
For å estimere øycellenes viabilitet ble det kvantifisert cytoplasmatiske histon-
assosierte DNA-fragmenter i øycellene ved bruk av et kommersielt ELISA kit (Cell 
Death Detection ELISAplus). Se materiale og metoder for detaljert beskrivelse. Figur 7 
viser en signifikant høyere celledød hos øycellene utsatt for hypoksi i 3 timer 
sammenlignet med øycellene utsatt for normoksi. 
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Figur 7. Effekt av hypoksi på viabilitet til øyceller fra mus. Celler fra 4 uavhengige forsøk ble utsatt 
for hypoksi i 3 timer sammenlignet med normoksi og viabilitet ble målt ved ”Cell Death ELISAplus 
assay”. Data er presentert som gjennomsnitt ± SD, n=4, *<0,05 vs. normoksi. 
 
For å estimere om ATP-innhold i øycellene ble forandret av hypoksi, benyttet vi et 
kommersielt assay (ATPlite). Se materialer og metoder for detaljert beskrivelse. Figur 
8 viser en signifikant reduksjon i ATP innholdet i øycellene som er utsatt for hypoksi 
sammenlignet med øycellene utsatt for normoksi. 
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Figur 8. Effekt av hypoksi på ATP-innholdet i øyceller. Celler fra 4 uavhengige forsøk ble 
utsatt for hypoksi i 3 timer sammenlignet med normoksi og viabilitet ble målt ved ”ATPlite 
assay”. Data er presentert som gjennomsnitt ± SD, n=4, ****<0,0001 vs. normoksi. 
 
Inflammasjon. 
Fra forsøkene høstet vi cellefrie supernatanter for å måle sekresjon av to utvalgte 
inflammatoriske mediatorer, IL-6 og MIP-2. Vi benyttet mulitplex-metode for å måle 
disse to samtidig i et assay, et kommersielt assay ”Bio-Plex Pro Multiplexed Mouse 
Cytokine Assay”. Se detaljert beskrivelse i materialer og metoder. Figur 9 viser at vi 
ikke fant noen forskjell i proteinsekresjonen av IL-6 fra øycellene i hypoksi 
sammenlignet med normoksi (n=4, p=0,4). 
 
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0
IL
-6
 p
g
/m
l
N o rm oks i
H yp o ks i
ns
 
Figur 9. Effekt av hypoksi på inflammasjon i øyceller, målt ved cytokinet IL-6. Celler fra 4 
uavhengige forsøk, ble utsatt for hypoksi i 3 timer sammenlignet med normoksi og funksjon ble målt 
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ved ”Bio-Plex Pro Multiplexed Mouse Cytokine Assay”. Data er presentert som gjennomsnitt ± SD, 
n=4, ns= ikke signifikant vs. normoksi. 
Imidlertid fant vi som vist i Figur 10, at det er signifikant høyere sekresjon av MIP-2 
fra øycellene utsatt for hypoksi sammenlignet øycellene utsatt for normoksi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 10. Effekt av hypoksi på inflammasjon i øyceller, målt ved kjemokinet MIP-2. Øyceller fra 4 
uavhengige forsøk, ble utsatt for hypoksi i 3 timer sammenlignet med normoksi og funksjon ble målt 
ved ”Bio-Plex Pro Multiplexed Mouse Cytokine Assay”. Data er presentert som gjennomsnitt ± SD, 
n=4, *<0,05 vs. normoksi. 
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Diskusjon. 
 
I denne studien er det vist at både øycellenes viabilitet og funksjon er redusert etter at 
øyceller isolert fra mus er eksponert for hypoksi i 3 timer sammenlignet med 
normoksi in vitro. I tillegg viser studien at øycellene utsatt for hypoksi secernerer 
inflammatoriske mediatorer som IL-6 og MIP-2, noe som kan forverre viabiliteten 
ytterligere. Øycellene utsettes for hypoksi både under og etter transplantasjon, som 
trolig bidrar til dårlig utbytte og kvalitet av øycellene. Dette skjer trolig i ulike trinn 
slik som etter isoleringen, når øycellene oppbevares i kultur, og i den tidlige fasen 
etter transplantasjonen (13). Da øycellene har dårlig anaerob kapasitet (60), er cellene 
avhengig av diffusjon for å opprettholde liv og funksjon, siden øycellene løsrives fra 
mikrosirkulasjonen ved isoleringsprosessen og videre utsettes for den inadekvate 
revaskulariseringen intrahepatisk, som svekker oksygentilgjengeligheten til 
transplanterte øyceller (63). Det er flere studier som har demonstrert effekten av 
hypoksi, der iblant en studie fra 2002, der øyceller isolert fra rotter som ble utsatt for 
hypoksi (1 %) i 6 timer førte til et signifikant til tap av antall øyceller (70). Dette 
støtter vårt funn som også viser redusert viabilitet ved hypoksieksponering allerede 
etter 3 timer. Dette kan være forårsaket av det reduserte ATP-innholdet i øycellene 
(71). Vi mener den kraftige reduksjonen av ATP-innhold forårsaket av hypoksi kan 
tyde på at ATP er en god markør for å estimere øycelleoverlevelsen. 
 
Det lave ATP-innholdet i øycellene kan mulig forklare den signifikant reduserte 
insulinsekresjonen etter eksponering av hypoksi, da cellene er avhengig av ATP for 
insulinsekresjon ved eksocytose og generelt for å opprettholde cellulær aktivitet. En 
redusert stimulert insulinsekresjon kan også forklares av at øycellene er svært 
ømfintlig for hypoksisk stress da de har lavt nivå av antioksidanter (72, 73). Også 
andre har rapportert at en slik effekt av hypoksi kan være et kritisk moment for den 
reduserte funksjonaliteten til øycellene etter transplantasjon (61, 66), som også er vist 
in vitro (61, 66, 67). Øycellenes kapasitet for insulinsekresjons som respons på 
glukosenivået uttrykt ved SI er en veletablert parameter som brukes for å måle 
øycellenes funksjon, men det kan også skjule responsen til øycellene utsatt for høy og 
lav glukoseløsning da dette er et forholdstall. Det må også nevnes flere momenter 
som mulig impliserer resultatet av redusert SI. Denne testen er utført in vitro og man 
kan ha ulik distribusjon av øycellemassen i petriskålen, og dermed ulik 
diffusjonsgradient og opptak av glukose så vel som oksygen (45, 62). Således vil også 
øyenes mulige pleomorfisme kunne affektere insulinsekresjon, der små øyer er 
overlegne i forhold til store øyer (14). 
 
Proteinnivået i supernatantene ble analysert for henholdsvis det pro- og anti- 
inflammatoriske cytokinet IL-6 og det pro-inflammatoriske kjemokinet MIP-2. 
Resultatene viste ingen forskjell i proteinsekresjonen av IL-6, men en signifikant 
høyere sekresjonen av MIP-2 i øycellene eksponert for hypoksi sammenlignet med 
kontrollene. IL-6 er vist å være både pro- og anti-inflammatorisk i øyceller (74, 75), 
hvor kompleksiteten ikke er fullstendig kartlagt. IL-6 har som kjent sterke pro-
inflammatoriske egenskaper (75), og vi hadde i utgangspunktet ventet en økning av 
IL-6 ved hypoksisk stress. Våre funn støtter dette ved å vise en tendens til økt IL-6 
sekresjon, selv om det ikke nådde signifikans. Det er derfor behov for videre 
forskning for å bekrefte dette funnet. Kjemokinet MIP-2 inngår i kjemokin-familien 
C-X-C hos gnagere og virker kjemotaktisk på både nøytrofile granulocytter og 
leukocytter (76). Humant Interleukin-8 blir vurdert som den funksjonelle analogen til 
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dette proteinet hos gnagere (76). Det er mange undersøkelser av effekten av hypoksi 
på inflammatoriske mediatorer i øyceller. I vår studie viste vi at produksjonen av 
MIP-2 var signifikant økt under hypoksi eksponering av øyceller. Dette støttes av en 
annen studie der hypoksi induserte økning av kjemokinproduksjonen i hepatocytter i 
mus sammenlignet med en kontrollgruppe (normoksi) (77). Det er i tillegg vist at 
hypoksi øker IL-8 i humane øyceller (78). Våre funn korrelerer med tidligere funn og 
viser derfor at MIP-2 kan legges til listen over kjemokiner som økes i øycellene etter 
at de er utsatt for hypoksi. Dette tyder på at hypoksi kan øke den negative 
stressresponsen øycellene gjennomgår ved isolering og under oppbevaring før 
transplantasjon. 
 
En svakhet med denne studien er overførbarhetene til mennesker, da det er flere 
forskjeller mellom øyceller fra mus og mennesker, blant annet øycellenes ulike 
anatomiske mønster og ulike mottagelighet for øycelleskade som kan ha funksjonelle 
implikasjoner (34). Derfor ville en videre studie med humane øyceller unngå 
problemstillingen om overførbarhet, men humane øyceller er sjelden tilgjengelig for 
bruk til in vitro forskning. Videre ville det også vært gunstig og utføre et in vivo 
forsøk, da man vil kunne vurdere effekten av hypoksi under og etter 
transplantasjonen, på blant annet graftoverlevelsen og glykemisk homeostase. 
 
Konklusjon. 
 
Vi har funnet at hypoksi reduserer øycellefunksjon og viabilitet, og øker samtidig 
utskillelse av inflammatoriske mediatorer i øycellene. Dette viser at intervensjoner 
som kan redusere hypoksi er viktig for å bedre kvaliteten på øycellene som kan bidra 
til at flere øyceller overlever etter transplantasjon langsiktig.  
 
Videre forskning. 
 
Det er flere pågående studier der man ønsker å unngå å utsette øycellene for 
ytterligere hypoksi ved å bruke kunstig oksygenerte miljøer, da tilførsel av oksygen er 
avgjørende for at øycellene skal fungere optimalt, som oksygendannende 
biomateriale, oksygen reservoarer og oksygengenererende maskiner in situ (45). 
Uppsala-gruppen som Olle Korsgren leder har initiert en ny klinisk studie, der de 
undersøker muligheten for å transplantere øyceller i en liten boks subkutant som 
oksygeneres utenfra (79). Nylig 21.01.15 ble det også rapportert at en fire år gammel 
gutt var den første personen i verden til å være utstyrt med en kunstig pankreas for å 
administrere sin type 1 diabetes, og senere samme dag ble den første voksne, og 
dermed den andre personen i verden utstyrt med pumpen (80). Det er derfor håp om å 
finne bedre behandlinger som kan hjelpe alle med T1D og ikke kun de aller dårligste 
pasientene.  
 
 
Forfatteren vil gi en stor takk til forskningsgruppen for celletransplantasjon ved 
Institutt for Kirurgisk Forskning på Rikshospitalet. Spesielt takk til Hanne Scholz for 
sin enestående veiledning både teoretisk og praktisk, Afaf Sahraouri for god 
opplæring i isolering av øyceller fra mus og uvurderlig hjelp til alle analysene, samt 
til Merete Høyem for hjelp til å håndtere musene. 
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